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•RESUMO
Lectinas que aglutinam especificamente eritrõcitos 
humanos do tipo A (lectina anti-(A)), foram isoladas de mas­
sas de ovas (MO) de B. straminea, B. tenagophila bem como de 
glândula de albúmen (GA) de B. straminea. Entretanto a lecti­
na de MO de B. glabrata diferencia-se das de B. straminea e 
B. tenagophila por apresentar atividade hemoaglufcinante com 
hemãcias A, B, e AB (lectina do tipo anti-(A+B)).
As lectinas dos moluscos estudados não apresenta­
ram atividade hemoagl uti nante com hemãcias de coelho ou de ern 
brião de galinha. -
Após saturação com sulfato de amõnia (0-40 e de 4_0 
75% de saturação) a lectina de MO de B. straminea foi purifi­
cada por cromatografia de afinidade em coluna de Sephadex G-75 
120. A proteína purificada por este método, representa 9% das 
proteínas totais solúveis, em solução de cloreto de sódio 0,9%.
Esta fração purificada é homogênea em eletroforese 
em gel de poliacrilamida em pH 4,5. Eletrofocalização desta 
glicoproteína apresentou uma única faixa de proteína, corres­
pondente a pH 7,6.
A quantidade mínima de proteína purificada, neces­
sária para provocar aglutinação máxima (++++) com hemãcias dn 
tipo A, foi de 77 ng.
As reações de hemoaglutinação das lectinas de MO
bro,ta s B. tenagophila foram fortemente estimuladas por iojn
+ + ++ ++ + + «,
tes de Mg . Iontes Ca , Co e Mn nao apresentavam efei_
to estimulador sobre a reação de hemoaglutinação das lecti­
nas dos moluscos estudados.
Estudos sobre a interação lectina - carboidrato , 
demonstraram que ceto- hexoses, [D-frutose , L-sorbose e D-tai 
gatose) são os inibidores genéricos destas lectinas.
de B. straminea^ B. glabrata e de GA de B. straminea3 B. gla_
"INTROBUÇAO
. 15 .DIXSON , 1887 descobriu que extratos de Ricinus
eommuni-s continha proteínas com uma notável capacidade de o- 
glutinar eritrócitos, Essas proteínas foram denominadas inici 
almente de aglutininas, fitohemoaglutininas, e, mais recente­
mente por BOYD & SHAPLEIGH de lectinas [legere = selecionar]ba^
seados na observação de que muitos extratos de sementes podem
. . 9 1 0  -distinguir grupos ' e até mesmo sub-grupos do sistema saji
guíneo ABO.
Em 1949, BOYD & REGUERA  ̂ descobriram que extratos
de Phaseolus lunatus aglutinava seletivamente eritrócitos hu-
64manos do tipo A. RENKONEN simultaneamente faz a mesma ob­
servação, relatando a presença de lectinas específicas para 
grupos sanguíneos.
Esta descoberta renovou o interesse pelo isolamen­
to e caracterização de lectinas e marcou o início dos estudos 
das aplicações destas fascinantes proteínas nos estudos bioló 
gicos. Com o desenvolvimento das investigações sobre lectinas
verificou-se que essas hemoaglutininas são encontradas não só
52.  ̂ 25 2 0 2 1 6 9em plantas como também em bactérias ', fungos ' ’ , lí-
18, 36 . 57, 78, 81 . 43,44 .. 52,68,81quens , peixes , esponjas , carangueijos ,
J  , i mo„ 85 . 8,12,24,32,54,60,61,63,70,81,83estrela do mar , caramujos e
atéj mesmo em mamíferos 14,38,67,74^
Uma interessante atividade biológica de inúmeras 
lectinas, foi primeiramente descoberta em extratos de semen-
. -47,55tes de Phaseotus vutgavis ' . Esta lectina (comumente den£
minada de PHA) tem a capacidade de estimular a transformação
morfológica de linfócitos. Esta transformação é acompanhada por
extensivas mudanças biológicas, sendo a mais surpreendente o
aumento da síntese de DNA e RNA, culminando finalmente na di-
6 6visão da célula. RIGAS & HEAD demonstraram por eletrofore- 
se em gel de poliacrilamida de P. vutgavis em tampão borato- 
urea pH 8,7 a presença de 8 bandas de glicoproteínas, as quais 
variavam entre si quanto a razão de atividade mitogenica e e- 
ritroaglutinante, sugerindo assim uma combinação em várias ra
zoes das subunidades eritro-aglutinante e mitogenica.C£
4 7 ~ ~mo sugerido por LIS & SHAROM a funçao das lectinas mitoge-
nicas pode estar relacionado com o controle da divisão e ger­
minação celular. *
1 2 3 4 5 - -Concanavalina A (Con A) ' * ' ' e sem duvida a
mais notável aglutinina de origem vegetal sendo uma das pou­
cas lectinas desprovidas de carboidratos ligados covalentemeji 
77
te . Neste aspecto assemelham-se a aglutinina do germe do
26 6 17trigo e aparentemente a de Pissum sativum ' .Con. A foi
primeiramente isolada e cristalizada por SUMNER & HQWEL^'^*'7' .
27,29 35Conhecendo a propriedade de que Con. A precipita dextranos ' '
2 3AGRÀWAL & GOLDSTEIN ' em 1965 purificaram esta lectina por
adsorção em gel de dextrano (Sephadex) e posterior eluição
I „ 28 29
com o inibidor competitivo desta interaçao 9 , (D-glucose).
Este foi o primeiro relato da purificação de lectinas usando-
se cromatografia de afinidade.
13.
UItracentrifugagão demonstrou que Con. A é monodis
persa a pH 2,5 enquanto que, a pH 7,0 existem dois picos, o
~ 1 4 56que sugere uma associaçao de subunidade dependentes do~ pH ' * ,
Abaixo de pH 5,6 hã formação de dímeros de P.fl. 52000 e acima
de pH 5,6 forma-se tetrameros de P.N. 104000. Este dado esta
plenamente de acordo com o obtido por análise de aminoácidos
e é muito semelhante com o valor obtido inicialmente por SUN -
NER, P.M. 96000 a pH 7,0.
Tratamento da Con. A com tripsina produz uma forma
monomérica que restaura o crescimento normal de células turno-
rais (3T3) ^  . A capacidade dessas proteínas formarem dímeros
. - 49,50ou tetrameros explica muitas das propriedades biologicas das
• ~ 2 3
lectinas. Deste modo a lectina de Phaseolus lunatus ,na for;
ma tetrámérica possui atividade mitogênica e eritroaglutinan- 
te muito mais potente do que sua forma dimérica.
Análise de metais por absorção atômica e espectro^ 
copia de emissão de chama demonstrou que inúmeras lectinas 
são metaloproteínas. Iontes divalentes tais como manganês,mag 
nésio e cálcio são comumente associados a lectinas. Uma pode­
rosa lectina anti-A^, isolada de sementes de Doliahos biflo- 
rus ^  é uma metaloproteína que contém cálcio, magnésio e ziji 
co. A reação de hemoaglutinação desta lectina foi fortemente 
estimulada por cálcio, cobalto e níquel, embora o ionte mariga
nês não tenha apresentado efeito estimulador. K0C0UREK et al.
4 5  ^
sugeriram que o sitio ligante para o manganês na lectina
permanece ocupado por este metal, enquanto que os outros me­
tais são removidos dos seus sítios durante o processo de iso­
lamento da lectina. Estes autores sugerem ainda que o efeito 
estimulador de muitos cations divalentes sobre a atividade de 
lectinas pode ser devida a sua interação com a membrana da sjj 
perfície do eritrocito, como por exemplo com resíduos de aci­
do siálico, o qual resultaria numa diminuição da carga negatjl 
va da superfície do eritrõcito e um possível aumento da aglu­
tinação. A remoção de iontes metálicos de lectinas ocasiona
sua inatividade, como é o caso da lectina isolada de sementes
. . . . . 34 ~ -de Bandeivaea simplicifolia . Apos exaustiva diãlise contra
ácidoaacético, esta lectina apresentou-se inatiya para preci­
pitar guaran, Titulação dessa lectina, livre de metal, contra 
concentrações crescentes de cálcio e manganês, até uma conceji
tração final de 5 mM restaurou 99% da atividade com iontes
- 7 6cálcio e 79%, com o ionte manganês. SUNHER & HOWEL em 1936
observaram que iontes cálcio e manganês são necessários para 
. , 5,42,76,88 ■ . . , . - .todas as atividades biologicas da Con. A. Cada uma
das quatro subunidades da Con. A contém tres sítios ligantes,
- - 71 rum para cálcio outro para manganês e um terceiro sítio para
carboidrato
Purificação da Con. A por cromatografia de afinidai
de 1 Sephadex pode originar uma forma parcialmente desmetali
, 41 g2
zada, a qual difere em sua habilidade ligante a\ carboidratos '
Esta diferença pode ser evitada pela adição de cálcio e manga
nes ao meio de reação.
Estudos sobre a complementaridade da interação car 
boidrato-lectina tem sido feitos pela comparação da mínima con 
centração de açúcar requerida para inibir ou a reação de pre­
cipitação da lectina com a macromo1écu1 a reativa ou a rea
- . , t .. - 7,13,27,29,32,33,53,77,86çao de hemoaglutinaçao .
12Em 1899, CAMUS relatou pela primeira vez ativid£ 
de aglutinante em extratos de glândula de albúmen de Helix po_ 
matia Cphylum Molusca, classe gastropoda) contra hemãcias de
diferentes espécies animais incluindo o homem. Posteriormente
- . . . . . 20-32, 39, 61-62, *83 ^v a n o s  investigadores demonstraram que
esta atividade hemoaglutinante era específica para eritroci-
tos do tipo A. Esta lectina é também encontrada nas massas de
84 ~ -ovas . A glandula de albumen possui relativamente grande
quantidade de lectina (aproximadamente 8% do total de proteí­
nas no sobrenadante obtido apos extração com tampão fosfato
- 31salino e ultracentrifugaçao) . Esta lectina foi facilmente
purificada por imunoadsorção em substância ^  ^  insolúvel do
grupo sanguíneo A humano ou de porco. Cerca de 85% da lectina
adsorvida foi recuperada apos eluição com N-acetil-D-galacto-
31 ~ -samina 0, 005 14. Purificação desta lectina tambem pode ser
„ 0-1 „ 
feita por adsorçao em Sephadex G-200 e posterior eluiçao com
N-acetil-D-galactosamina. Esta hemoaglutinina embora fosse ht>
-w 31 30 31 32 40mogênea em Biogel P-150 e P-300 e por ult racentrif ugação * ' *
apresentou entretanto certo grau de heterogeneidade em eletroforese em 
gel de poliacrilamida em pH 8,6. Estudos sobre a inibi­
ção da precipitação desta lectina com a substância
Atividade lectínica em glândula de albúmen de B . 
glàbvata e B. tenagophila foi primeiramente investigada por 
SAMPAIO et a l . ^ .  Extrato da glândula de albúmen de B .glábrata^ 
contém uma poderosa lectina do tipo anti-(A+B) a qual foi purificada 
por tratamento com sulfato de amõnio (30-60% de saturação) e 
posterior cromatografia em Sephadex G-50 e DEAE-Sephadex A-50. 
Esta fração altamente purificada foi homogênea em eletrofore-I
se em gel de poliacrilamida e em eletroforese em papel aceti- 
lado. A atividade hemoaglutinante desta glicoproteína foi ini/ 
bida por D-glucosamina (37,5 ymoles) e D-galactpsamina (92,5 
Vimo les) .
Extrato bruto de glândula de albúmen de B. tenago-
. 7 D -phila possui uma aglutinina específica para eritrõcitos h\j
manos do tipo A e esta reação foi inibida por D-galactose (50
ymoles) e N-acetil-D-glucosamina (50 yitroles).
As lectinas de moluscos do gênero Biomphalavia se 
ligam a açúcares localizados na superfície das hemãcias A e B, 
os quais diferem dos açúcares imunodcterminantes dos grupos 
sanguíneos A ou B.
54MELO & PARAENSE , observaram que a atividade le_c 
tínica da glândula de albúmen de £. glabrata e B .tenagophila, 
para o sistema ABO, variava com a distribuição geográfica dos 
moluscos .
A atividade lectínica em massas de ovas de molus-
do grupo sanguíneo A demonstrou que Me-a-D-Gal e o melhor ini
bidor desta reação de precipitação.
Até o presente nenhuma investigação foi realizada 
sobre a atividade lectínica de massas de ovas de B. g1ábvata.s 
B. tenagophi-ta e B . stram-inea. A finalidade desta investigação 
é verificar se a atividade lectínica de massas de ovas de B. 
glabrata3 B. tenagophita e B . straminea apresentam as mesmas 
propriedades hemoaglutinantes assinaladas por outros investi­
gadores na glândula de albúmen destes moluscos.
Na presente investigação também foi incluido um es 
tudo sobre a lectina da glândula de albúmen de B. strami-nea a 
qual não fora investigada anteriormente.
co (5. pomatia) foi inicialmente investigada por HULENBRUCK.
84et al. .
IMTTERIAIS E FSÉTODOS
1.0 - PSÉTODOS GERAIS
Eletroforese em gel de po1iacrilamida foi efetuada
empregando-se tampão $-alanina ácido-acético 0,025 M pH 4,5
- 22 segundo a técnica de GABRIEL . 0 gel de poliacrilamida foi
usado em concentração de 7,5% e preparado do seguinte modo:
a) Acrilamida a 30%
7,5 g acrilamida
0,2 g bisacrilamida *
água q.s.p. 25,0 ml
b) K.0H N 12,0 ml. -
Ácido acético 4,3 ml
TEME D 1.0 ml
água q.s.p. 25,0 ml
c) Persulfato de amónio 0,07 g 
água q.s.p. 25,0 ml
d) Poliacrilamida*7,5%
2 partes de a)
1 parte de b)
4 partes de c)
1 parte de água
A mistura d) foi colocada em tubos (0,6 x 9,0 cm] e deixada em
repouso por 3 horas a fim de se obter completa po1imerização.
Em seguida a amostra de proteína (40 yg de FMO-S-P) foi apli­
cada a coluna de gel e submetida a voltagem de 350 V e a amp£ 
ragem de 3mA por tubo (D.C. Power Supply, modelo 3371E, LKB 
Bromma), durante duas horas. A coloração da proteína foi efe­
tuada com solução de "comassie brilliant blue” (1 g de coran­
te em 100 ml de ácido tricloroacético 12,5%) durante 12 horas, 
ã temperatura ambiente. A descoloração foi realizada com áci­
do tricloroacético 12,5%, durante 12 horas.
Eletrofocalização em gel de po1 ia cri 1amida foi ef£
8 7tuada segundo a técnica de WRIGLEY , empregando-se "Ampho- 
line”, LKB Aminkemi de pH 3-10.
• A concentração total em carboidratos da amostra a-
16nalizada foi determinada pelo método do fenol-ácido-sulfúricc ,
tomando-se como padrão uma solução de D-galactose.
» - 48Proteínas foram dosadas pelo metodo de L0WRY et al =
utilizando-se como padrão uma solução de albumina bovina (Ar­
mour) contendo 200 yg por ml. As leituras espectrofotométri - 
cas foram efetuadas em espectrofotometro Beckman D U .
As substâncias químicas utilizadas no presente tra 
balho foram das seguintes procedências: carboidratos, da Pfan£
tiehl Chemical Co. e da Sigma Chemical C o .; acrilamida, bisa- 
crilamida e "TEMED”'(N ,N ,N ’,N ’-tetrameti1enodiamino), da E­
astman Organic Chemical C o .; "Sephadex" G-75 da AB Pharmacia, 
Uppsala; "Tris” (Tris (hidroximetil) aminometano), da Sigma 
Chemical Co,; "Ampholine” pH 3-10, da LKB Aminkemi; ”EDTA" (e
tilenodiaminotetraacetato, na forma de sódio, Na C H, 0_N„ -2 10 14 8 z
2.0 - OBTEIKSÇáO DO EXTRATO BRUTO DE MASSAS DE OVAS DE B. straminea.
Os exemplares de B. straminea utilizados no preseji
te trabalho foram coletados em Recife, Pernambuco, Brasil.
Massas de ovas ( MO } de zero dia foram recolhidas
em solução de cloreto de sodio 0,9% e conservadas a 0-29C.
As massas de ovas [2000 MO por 30 ml de solução de 
cloreto de sodio 0,9%) foram em seguida trituradas em apare­
lho de Van Potter-Elvehjem e centrifugadas (8000 g, 0 - 2 9 C du­
rante 30 minutos, em centrífuga refrigerada modelo RC2-B, da 
Sorvall Inc. 0 resíduo desta centrifugação foi re-extraído com 
cloreto de sodio'IH9% (5,0 ml) e centrifugado. 0s sobrenadan- 
tes foram reunidos, (324,6 mg de proteína por 35 ml) e consi­
derados como sendo o extrato bruto (EB).
2.1. Fracionamento do extrato bruto de massas de ovas
de B. straminea com sulfato de amônla.
0 extrato bruto de B . straminea (296,7 mg de pro­
teína em 32 ml) foi inicialmente fracionado com sulfato de a- 
mônia (40% de saturação, 7,75 g);pelo uso da seguinte equa­
ção a concentração de sulfato de amonia foi calculada: 6
2H20), da Fischer Scientific Co., "Comassie brilliant blue" ,
da Searle, Diagnostic High Wycombi Bucks, England. Demais reei
gentes químicos foram de procedência da E. Merck AG-Darmstadt.
sos em frações de saturação a 239C.
Apõs repouso de 24 horas ã temperatura de 2-49C o 
EB saturado a 40% foi centrifugado (25000 g a 0-29C, durante 
30 minutos. 0. precipitado, apõs diálise contra uma solução de 
cloreto de sõdio 0,9%, foi desprezado por apresentar pequena 
atividade hemoaglutinante. Em seguida o sobrenadante foi ele­
vado à saturação de 75% com sulfato de amónia (7,7 g) e deixa 
do em repouso por 24 horas à temperatura de 2-49C. Após cen­
trifugação (25000 g a 0-29C, durante 30 minutos) o precipita­
do foi solubilizado em cloreto de sõdio 0,9% e dializadc exaus 
tivamente contra esta mesma solução, até apresentar teste ne­
gativo com o reagente de Nessler, a 49C. Ü material não dial_i 
sável foi centrifugado (25000 g,a 0-29C, durante 30 minutos ) 
sendo o precipitado desta centrifugação desprezado por não a­
presentar atividade hemoaglutinante. Esta fração recebeu o 
nome de FN0-S (10 ml contendo 51,5 mg de proteína).
0 sobrenadante da saturação de 75% com sulfato de 
amónia foi desprezado.
2.2. Purificação da fração FMO-S por cromatografia de ja 
finidade«
Uma amostra da fração FMÜ-S (15,5 mg de proteína;) 
foi aplicada a uma coluna (2,5 x 25 cm) de Sephadex G-75-120, a qual 
fora tratada previamente com uma solução de cloreto de sódio 152 mM
X = g de sulfato de amónia por 100 ml de uma solução de satu­
ração para elevá-la ã saturação S^, sendo e expres­
contendo cloreto de magnésio numa concentração 10 mM (3000 ml).
0 material da coluna foi primeiramente eluido com a solução 
salina a qual foi desprezada por não apresentar atividade he- 
moaglutinante. A seguir o material da coluna foi eluido com 
solução salina contendo D-frutose (cloreto de sódio 152 mM, clo_ 
reto de magnésio 10 mH e D-frutose 0,2 M) . 0 fluxo de escoa­
mento do líquido eluente foi de 3-5 ml por hora. Frações de
»1
3,0 ml foram coletadas (coletor de frações Buch1er,Instruments 
Inc.) a temperatura de 2-49C (dâmara fria). Frações eluídas 
com solução salina contendo D-frutose foram dializadas contra 
cloreto de sódio 0,9% contendo 10 mM de cloreto de magnésio , 
â temperatura de 4 9C. Em cada fração do eluato foram testados 
atividade hemoaglutinante e teor de proteína. As frações que 
apresentavam atividade hemoaglutinante foram reunidas e liofjL 
lizadas. Esta fração, contendo 8,7 mg de proteína, recebeu o 
nome de fração purificada (FMO-S-P).
2.3. Preparação do extrato bruto de massas de ovas de 
B . gtahvata.
Massas de ovas (MO) de B. glabvata (moluscos prove 
nientes de Jacarezinho, Paraná, Brasil) foram coletadas em s£ 
lução de cloreto de sódio 0,9% e conservadas 0-29C. Após tri­
turação em aparelho de Van- Potter-E lveh j em, o homogenado de ovas 
foi centrifugado (8000 g 0-29C durante 30 minutos em cen­
trífuga refrigerada modêlo RC2-B da Sorvai1 Inc.). 0 resíduo 
^desta centrifugação foi re-extraído com cloreto de sódio 152 mM
e centrifugado. Qs sobrenàdantes foram reunidos e considera­
dos como sendo o extrato bruto (EB), o qual continha 855 mg 
de proteína por 90 ml.
2.4. Fracionamento do extrato bruto de massas de ovas 
de B. glàb rata com sulfato de amónia.
0 EB de MO de B. glabrata (90 ml contendo 855 mg 
de proteína) foi fracionado com sulfato de amónia de maneira 
semelhante ao de MO de B . straminea, (0-40% de saturação e 40­
75% de saturação com sulfato de amónia). A fração de 40-75%de 
saturação com sulfato de amónia recebeu o nome de FMO-G (15 
ml contendo 172 mg de proteína).
2.5. Preparação do extrato bruto de massas de ovas de 
B. ten a g o p h ita.
Os exemplares de B. tenagophita utilizados no pre­
sente trabalho foram coletados em Santos, São Paulo, Brasil . 
As massas de ovas foram coletadas 6-12 horas após a ovoposi- 
ção (130 MO por 10 ml de solução de cloreto de sódio 0,9%) . 0 
EB foi preparado de maneira semelhante ao de MO de B,straminea. 
Para os testes de hemoaglutinação e para os de inibição desta 
reação por açúcares foi analizada uma preparação de EB contejn 
do 2,84 mg de proteína por ml.
2.6. Preparação do extrato bruto de glândula de albumen 
de B. straminea.
24.
Apos esmagamento da concha do molusco entre duas 
superfícies planas de vidro, as partes moles totais foram se­
paradas dos fragmentos da concha sendo então a glândula de aJL 
bümen removida por dissecação. As glândulas de albúmen foram 
recolhidas em solução de cloreto de sódio 0,9% e mantidas 
0-29C. 0 EB foi preparado de maneira semelhante ao de NO de 
B . stvaminea. 1
D EB continha 122,15 mg de proteína por 21 ml de 
solução de cloreto de sodio 0,9%.
2.7. Fracionamento do extrato bruto de glândula de albjui 
men de Bm stvaminea coHira sulfato de aBircomia.
0 EB de GA de B. stvaminea (21 ml contendo 122,15 
mg de proteína) foi fracionado com sulfato de amónia de manei 
ra semelhante ao de NO de B . stvaminea (0-40% de saturação e 
40-75% de saturação com sulfato de amónia). A fração de 40­
75% de saturação com sulfato de amónia recebeu o nome de fra­
ção FGA-S (10 ml contendo 10,44 mg de proteína).
2.8. Preparação do extrato bruto de glândula de albúmen 
de B . tenagophil a .
0 EB de GA (200 GA por 40 ml de solução de cloreto 
de sódio 0,9%) de B . tenagophita (moluscos provenientes de Cjj 
ritiba, Paraná, Brasil) foi preparado de maneira semelhante 
ao de NO de B, stvaminea.
0 EB continha 194 mg de proteína por 40 ml de soljj
ção de cloreto de sódio 0,9%.
2.9. Fracionamento do extrato bruto de glândula de albjj 
mmen de B. t&nagoph£la com sulfato de amónia.
0 EB de GA de B . tenagoph-ila (40 ml contendo 194 mg
de proteína) foi fracionado com sulf.ato de amónia de maneira
semelhante ao de MO de B, straminea (0-40% de saturação e 40­
75% de saturação com sulfato de amónia). A fração de 40-75 % 
de saturação com sulfato de amónia recebeu o nome de fração 
FGA-T (10 ml contendo 19,1 mg de proteína).
2.10. Preparação do extrato bruto de glândula de albúniem
de B. glabrata. .
0 EB de GA (130 GA por 40 ml de solução de cloreto
de sódio 0,9%) de B. glabrata (moluscos provenientes de Jaca-
rezinhüT .Paraná, Brasil) foi preparado de maneira semelhante 
ao de M0 de B. staminea. 0 EB continha 48 mg de proteína por 
40 ml de solução de cloreto de sódio.
2.11. Fracionamento do extrato bruto de glândula de albjj
imen de B. glabrata com sul-Pato de amónia.
. 0 EB jie,_GA de B. glabrata (40 ml contendo 48 mg de 
proteína) foi--.fracionado com sulfato de amónia de maneira se­
melhante ao de Bs straminea (0-40% de satúração e 40-75% de 
saturação com sulfato de amónia). A fração de 40-75% de satu­
ração com sulfato de amónia recebeu o nome de fração FGA - G
(10 ml contendo 8,85 mg de proteína).
3.0 - MÉTODOS IMUNOLtíGICOS
3.1. Reação de faeramoaglutinação com hemãcias humanas.
Os ensaios de hemoaglutinação com lectina de molus 
cos e os de inibição desta reação por açúcares foram efetua­
dos em cada etapa dos processos de purificação. Nestes testes 
foi utilizado sangue humano, contendo EDTA-fosfato, como anti 
coagulante. As hemãcias antes de serem utilizadas eram lava­
das com solução de cloreto de sódio 0,9% (3 vezes), sendo pos 
teriormente suspensas nesta mesma solução (2:100 v/v) de modo 
a produzir uma concentração de hemãcias de aproximadamente
Q
1,9 x 10 células por ml.
Os ensaios de hemoaglutinação foram efetuados, mis 
turando-se 0,1 ml de solução de cloreto de sódio 0,9% com 0,1 
ml da solução de lectina e adicionando-se em seguida 0,02 ml 
de sangue contendo aproximadamente 3,8 x 105 células. As lei­
turas da reação de hemoaglutinação foram realizadas 6 horas 
após a preparação do sistema. Com esta finalidade colocava-se 
uma gota desta suspensão celular sobre uma lâmina de vidro ô b 
servando-se em seguida a reação de hemoaglutinação ao micros­
cópio. Uma escala sorológica de (-), significando ausência de 
qualquer aglutinação (hemãcias totalmente isoladas) e de (++++), 
significando aglutinação máxima (nenhuma hemãcia isolada), foi
estabelecida para avaliar o grau de hemoaglutinação.
Em virtude da dificuldade de se estabelecer uma u­
nidade de hemoaglutinação, para melhor seguir o processo de 
purificação da lectina, o fator hemoaglutinante, como sugeri­
do por SANPAIO et a l . ^ ,  foi utilizado nesta investigação, nu 
ma tentativa para visualizar, de maneira semi-quantitativa o 
processo de purificação das lectinas de moluscos. 0 fator he­
moaglutinante é determinado,dividindo-se o inverso do título de hemo 
aglutinação pela mínima quantidade de proteína (mg) capaz de promover 
tal aglutinação (++++). G título de hemoaglutinação e concei­
tuado como sendo o número que corresponde a maior diluição em 
que se obtem uma aglutinação máxima (++++) , com uma determi­
nada amostra.
3.2 í Reação de hemoaglutinação com hemácias de coelho e
de embrião de galinha.
üs testes de hemoaglutinação utilizando-se hemácias 
de coelho e de embrião de galinha, foram feitos com o seguin­
te sistema de reação: 0,1 ml de solução de EB de ND de B.stra 
minea, 0,1 ml de solução de cloreto de sodio 0,9% e 0,02 ml
de suspensão de hemácias a 2%. Não foi observada hemoaglutin^ 
ção com as hemácias destes animais, mesmo após 24 horas de rej3 
ç ão .
3.3. Inibição da reação de hemoaglutinação por açúcares.
Os ensaios de inibição das reações de hemoaglutina
ção, como descrito em 3.1 havendo apenas adição em c_a
da caso de 2,5 a lOOymoles ^ ® cada um dos s e 
guintes açúcares: D-glucose, D-manose , D-glucosamina,
D-galactose, N-acetil-D-galactosamina, N-acetil-D-glucosaminaV 
L-sorbose, D-frutose, D-fucose, D-rafinose, metil 3 -D-glucopjL' 
ranosídeo, D-turanose, D-tagatose, D-melizitose, D-melibiose, a­
té obter-se a mínima quantidade de açúcar necessária para inji 
bir totalmente a reação de hemoaglutinação.
3.4e Efeito de cationtes divalentes sobre a reação de 
hemoagliuitinação .
Para se verificar o efeito estimulante de cation­
tes divalentes sobre a reação de hemoaglutinação, 0,1 ml i! de 
soluções de cada um dos seguintes sais: CaCl^* MnCl^* CoCl^ *
MgC 12 (20 ymoles) era acrescentado ao sistema de reação co_
mo descrito em 3.1. As leituras de hemoaglutinação foram fei­
tas 6 horas apõs a preparação do sistema.
+ + mm
3.5. Efeito do ionte Mg sobre a açao dos açucares in:i 
bidores da reação de he&traoaglutinaçÕQ .
Com a finalidade de estudar o efeito do ionte Mg++ 
sobre a ação dos açúcares inibidores da reação de hemoagluti­
nação foi utilizado um sistema de reação semelhante ao descri 
to para o estudo dos açúcares inibidores da reação da ‘hemoa­
glutinação ao qual foi adicionado cloreto de magnésio (20
ymoles).
Os açúcares e suas respectivas concentrações encon 
tram-se descritos na tabela I.
TABELA I - Concentração de carboidratos ( ymoles ) utilizados 
na reação de inibição da hemoaglutinação, na pre-
+ 4-
sença de iontes Mg .
D cloreto de magnésio não alterou o efeito 'inibi­
dor dos açúcares.
FRAÇÕES
CARBOIDRATOS FGA-S FGA-G FGA-T FMO-S FMO-G EB-MO-T
D-fucose 9,0 40,0 25,0 9,0 30,0 9,0
D-manose 7,0 25,0 25,0 25,0 ' 30, 0 9 , 0
D-frutose 9,0 35,0 25,0 7,0 35,0 2, 5
L-sorbose 7,0 50, 0 50,0 7,0 50, 0 25,0
N-acetil-D-gljj
cosamina 7,0 30, 0 25,0 25,0 45,0 12,5
-EB-Mü-T significa extrato bruto de massas de ovas de B.tenago_ 
phila.
3.6. Diálise do EB de MO de B. stTaminea contra ácido 
acético.
Um experimento foi realizado com a finalidade de 
remover os iontes de uma preparação de EB de MQ de 23. stvami- 
nea que apresentava um título de hemoaglutinação de 1:32. Es­
te EB foi dializado contra ácido acético 2M (500 ml) durante
48 horas à temperatura de42-49C. 0 material não dializãvel foi 
em seguida dializado contra uma solução de cloreto de "sodio 
0,9% (5 x 500 ml). Apõs este tratamento, o material não dialjl 
zável não apresentou atividade hemoaglutinante. Entretanto a 
atividade hemoaglutinante deste material foi 100% restaurada 
apos a adição de cloreto de magnésio ao meio de reação.
3.7. Efeito de EDTA sobre a reação de hemoaglutinação.
Com esta finalidade foram utilizados dois sistemas 
de reação: A) 0,10 ml de EB de 140 de S. stvaminea, 0,02 ml de 
suspensão de hemácias a 2% e 0,10 ml de EDTA de diferentes co£ 
centrações ( 0,1, 0,2 0,25 e 0,5 ymol) de EDTA dissolvi
do em cloreto de sodio 0,9%)* B) semelhante ac sistema A) ao 
qual foi acrescentado 0,10 ml de solução de cloreto de magné­
sio 20 ymoles em cloreto de sodio' 0,9%.
As reações de hemoaglutinação não foram inibidas 
com EDTA nas concentrações abaixo 0,25 ymol, mesmo apõs 24 h£ 
ras de reação. Com EDTA nas concentrações de 0,25 e 0,50ymol, hojj 
ve completa inibição da reação de hemoaglutinação, a qual foi 
parcialmente revertida (30 e 15%, respectivamente) apõs a adi_ 
ção da solução de cloreto de magnésio.
As leituras desta ultima reação foram feitas apõs 
6 horas do início de reação, ja que o EDTA em concentrações £ 
levadas (0,25 e 0,50 ymol) hemolisa as hemácias, apõs 24 horas de 
reação. Entretanto, nos sistemas contendo cloreto de magnésio 
não foi observado hemõlise, mesmo apõs 24 horas de reação.
3.8. Efeito do soro anti-A e anti-B na reação de inibi­
ção da hemoaglutinação por carboidratos .
Com a finalidade de se estudar o efeito do soro a_n 
ti-A e anti-B na reação de inibição da hemoaglutinação por cajr 
boidratos, foram utilizados os seguintes sistemas de reação : 
a) 0,1 ml de solução de lectina (FMO-S, FMO-G, FGA-S e FGA-G); 
0,1 ml de solução de cloreto de sódio 0,9% contendo o açúcar 
inibidor da reação de hemoaglutinação e 0,02 ml de hemãcias A 
2%. b) 0,1 ml de solução de lectina (FMO-G e FGA-G); 0;i ml de 
solução de cloreto de sódio 0,9% contendo o açúcar inibidor da 
reação de hemoaglutinação e 0,02 ml de hemãcias B 2%.
Após 12 horas não houve reação de hemoaglutinação. 
Quando, ' foi acrescentado 0,1 ml de soro anti-A e an­
ti-B (diluídos 1:100 v/v) aos sistemas ”à” e ”b” obteve-se 100% de hemoa- 
glurinação em ambos os sistemas.
3.9. Reação de hemoaglutinação em presença de soro antil 
B e de D-galactose.
Com a finalidade de se estudar o efeito do soro ani 
ti-B e da D-galactose sobre a reação de hemoaglutinação, o se_ 
guinte sistema de reação foi usado: 0,1 ml de soro anti-B (di_
luído 1:100 v/v); 0,1 ml de solução de cloreto de sódio 0,9 %
(contendo 50 yrfioles de D-galactose) e 0,02 ml de suspensão de 
hemãcias B a 2%, em solução de cloreto de sódio 0,9%.
Após 12 horas de reação, não houve hemoaglutinação,
3.10 - Remoção do EOTA, do EB de massas de ovas de B. 
straminea, por diálise.
EB de MO de B . straminea (0,5 ml) foi acidionado à 
uma solução deEDTA 1,25ymoles (0,5 ml). Este permaneceu em repou 
so por 20 minutos, à temperatura de 2-4çC, sendo então diali- 
zado contra uma solução de cloreto de sõdio 0,9 (3 x 500 ml), 
por 24 horas à temperatura de 2-49C.
Em seguida foi-acrescentado a este sistema 0,1 ml
de lectina anti-(A+B) (FGA-G), obtendo-se então 100% de hemoaglu­
tinação .
‘RESULTADOS
No extrato bruto de massas de ovas de B. straminea, 
B. tenagophila e B. glabrata foi detectada atividade hemoa- 
glutinante com hemácias humanas (sistema sanguíneo ABO)enquan 
to que com hemácias de embrião (de 1 dia) de galinha e com hjs 
mácias de coelho não foi detectada atividade hernoaglutinante.
D extrato bruto de B. straminea (MO de GA) e B. te_ 
nagophila (MO) apresentaram a mesma especificidade hemoagluti 
nante, aglutinando fortemente ( + + + •«) hemácias A e fracamente 
(+) hemácias B.
0 extrato bruto de massas de ovas de B. glabrata ,
aglutinou igualmente (++++) hemácias A, B e A B . -Nenhum destes
extratos apresentou atividade hernoaglutinante com hemácias 0 
(Tabela II).
Os títulos de hemoaglutinação do extrato bruto de 
massas de ovas de B„ straminea, B. tenagophila e B . glabrata 
bem como o de glândulas de albúmen de B. straminea encontram- 
se resumidos na Tabela III.
0 extrato bruto de massas de ovas de B. straminea,
B. glabrata e de glândula de albúmen de B. straminea, B. gla­
brata e B. tenagophila foram inicialmente fracionados com s u 1_ 
fato de amónio, na faixa de saturação de 0-40% e de 40-75 % 
(Tabelas IV, V, VI, VII e VIII).
+ +
0 efeito estimulador dos iontes divalentes (Ca ,
+ + + + + + M
hg , Co e Mn ) foi investigada sobre a reaçao de hemoagljj
tinação de lectina de moluscos do gênero Biomphatavia. Apenas
, + + w
o íonte Mg , apresentou efeito estimulador na reaçao de he­
moaglutinação de massas de ovas e de glândula de albúmen de 
B « stvaminea CTabelas IX e X), B. gtabvata (Tabelas XI e XIII, 
e B. tenagophita (Tabela XIII).
0 título de hemoaglutinação da fração FGA-S foi al
cançado em 3,5 horas, na ausência (Tabela XIV, título 1:4) e
+ +
na presença do ionte Mg (Tabela XV, titulo 1:8), permanecen 
do então constante até 24 horas.
As lectinas de glândula de albúmen e de massas de 
ovas de B. stvaminea, B. glabvata e B. tenagophila3 são inibi 
das i nespecificamente por vãrios carboidratos, conforme de­
monstram os dados das Tabelas XVI, XVII, XVIII, XIX, XX e XXI. 
Entretanto observou-se que ceto-hexoses, (D-frutose, L-sorbo 
se, 9 D-tagatose) são os inibidores genéricos des
tas lectinas. De um modo geral, os inibidores da lectina de 
massas de ovas, de um determinado molusco, são também os ini­
bidores da lectina da glândula de albúmen.
A fração FMO-S, obtida do extrato bruto de B . stva 
minea por precipitação com sulfato de amónia (40-75% de sat^u 
ração), foi purificada por cromatografia de afinidade, em co­
luna de Sephadex G-75-120, usando-se como eluente, D- frutose 
0,2M (Figura 1). Os dados referentes â purificação desta lec­
tina encontram-se resumidos na Tabela XXII, demonstrando que 
houve uma purificação eficiente da fração FMO-S (11,6 vezes), 
tomando-se como base o fator hemoaglutinante.
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Esta fração purificada (FMO-S-P) apresentou uma fai_ 
xa de proteína em eletroforese em gel de poliacrilamida em pH
4,5 (Figura 2). Por eletrofocalização em gel de poliacrilami- 
da também foi obtida uma única faixa de proteína, a qual foca 
lizou em pH 7,6 (Figura 3).
A lectina de massas de ovas de B. straminea purifjL 
cada por cromatografia de•afinidade, apresentou um alto valor 
do título de hemoaglutinação ( 1:2048/70 ng de proteína), cojn 
forme demonstram os dados da Tabela XXIII.
0 ionte Mg nao apresentou efeito sobre a açao dos 
açúcares inibidores da reação de hemoaglutinação de massas de 
ovas, e de glândula de albúmen de B. glabrata3 B. straminea3 
e B ,tenago'phila. ■
EB de massas de ovas de B. straminea não apresen­
tou atividade hemoaglutinante com hemácias de coelho ou de em 
brião de galinha.
Experimento feito com soro anti-B e o carboidrato 
inibidor deste soro (D-galactose ), demonstrou que o sítio de 
ligação da lectina de glândula de albúmen de B . glabrata na 
hemácia, não é o mesmo daquele ocupado pelo soro anti-B.
EDTA (0,25 ymol) inibiu completamente a reação de he­
moaglutinação da lectina de massas de ovas de B. straminea.Es_
ta inibição foi revertida parcialmente (30%), após a adição
+ + ~
dejcloreto de Mg ao meio de reaçao.
Remoção do EDTA, do EB de massas de ovas de B .
straminea3 por diálise contra cloreto de sódio 0,9% restaurou 
100% da atividade hemoaglutinante. .
TABELA II - Hemoaglutinação de lectina de EB de B. stvamineas





com EB de 
tenagophila B . GZabvata
- MO GA m MO
A + + + + + + + + + + + + + + + +
B + + + + + + +
AB
0
+ + + + + + + + + +
CüLU1 significa extrato bruto .
- MD significa mas sas de ovas .
- GA significa glândula de albúmen.
- 0 sistema utilizado encontra-se descrito em 3.1.
- As leituras de hemoaglutinação foram feitas por observação 
microscópica 6 horas após a preparação do sistema como de£ 
crito em 3.1.
- üs EB de liO de B. stvaminea3 B. tenagophiZa e B. gZabvata 
continham 9,3, 2,84, 9,5 mg de proteína por ml. respectivja
mente, enquanto que o EB de GA de B. stvaminea3 continha 
5.82 me de proteína por ml.
TABELA III - Títulos de h.pmoagluti nação de EB de B. straminea}






1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024
B. straminea 
(MO)
A + +++ ++++ ++++ + + + + ++ + + + + + + ++ + + + + : + + + + -
B .straminea 
(GA)
A ++ + + +++ + ++ + + + + + + +++ + + + + - - - -
B.tenagophila 
(MO)





++ + + 





+ + t + 
+ + + +
+ +++ 
: + + + +
+ + + + 
+ + + +
+ + + + 





-“'EB significa extrato bruto.
- MO significa massas de ovas. '
- GA significa glândula de albúmen.
- As leituras de hemoaglutinação foram feitas por observação
microscópica 6 horas após a preparação do sistema como des­
crito em 3.1.
- 0 título de hemnaglutinação do EB de MO de B. straminea (1:32), 
de B. tenagophila (1:32) e B. glabrata (1:64) foram obtidos 
com 0,0289, 0,0087 e 0,0148 mg de proteína, respectivamente.
0 título de hemoaglutinação da GA de B . straminea (1:8) foi 
obtido com 0,0725 mg de proteína.















EB 35,0 324, 6 1 : 32 0,029
Saturação
0-40%
c n h 4 )2s o 4
6,0 1, B 1:4 0, 250
Saturação
40-75%
Cn h 4 )2s o 4
(FMO-S)
10,0 51,5 1 : 64 0,008
- EB significa extrato bruto.
- Sistema utilizado encontra-se descrito em 3.1.
TABELA V - Fracionamento do EB de MO de B . glàbrata por sulfato
de amónia.











EB 90,0 855,0 1 : 64 0,0148
Saturação
0-40%
c n h 4 )2s o 4
15,0 39, 0 1 0,2600
Saturação
40-75%
(n h 4 )2s o 4 15,0 172,5 1 : 64 0,0179
(FMO-G)
- EB significa extrato bruto.
- Sistema utilizado encontra-se descrito em 3.1.
fato de amónia.














EB 2 1 , 0 122,15 1 : 8 0, 0725
Saturação
0-40%
(nh4 )2 sd 4
Saturação 
40-75 %
6 , 0 1 2 , 0 1 : 2 0 , 1 0 0 0
ính4 )2 so 4
(FGA-S)
1 0 , 0 10,44 1:4 0,0260
- EB significa extrato bruto.
- D sistema utilizado encontra-se descrito em 3.1.
fato de amónia.


















6 , 0 5,31 1 : 1 2 0,0027
Saturação
40-75%
ính4 )2 so 4
( FGA-G) '
1 0 , 0 8,85 1:16 0,0055
- EB significa extrato bruto
- Sistema utilizado encontra-se descrito em 3.1.















EB 40,0 1: 64 0,0075 194,0
Saturação
0-40%
Cnh4 )2 so 4
6 , 0 1 : 8 0,0820 19,7
Saturação
40-75%
cnh4 )2 so 4
CFGA-T)
1 0 , 0 1 : 32 0, 0059 19 ,1
- EB significa extrato bruto.
- Sistema utilizado encontra se descrito em 3.1.
_ .J.
TABELA iX - Efeito estimulador ao ionte Mg sobre a reação





aglut. m á x .
Fator hemoaglu­










+ + + + 
sem Mg com Mg
EB 1 : 32 1:1024 0,02900 0,00090 1 , 1 1 1137,0
FMO-S 1 : 64 1:2048 0,00800 0,00025
O%CO 8192,0
- EB significa extrato bruto.
- 0 sistema com Mg++ encontra-se descrito em 3.4.
+ + ~
- 0 sistema sem Mg encontra-se descrito em 3.1.
- 0 fator hemoaglutinante é definido em 3.1.
- Aglut. máx. significa aglutinação máxima-.
- As leituras de hemoaglutinação foram feitas 6 horas após a
preparação do sistema, como descrito em 3.1.
de hemoaglutinação de GA de B. straminea.






m á x .
Fator hemoaglu 










+ + + + 
sem Mg com Mg




1 : 2 1:4 0 , 1 0 0 0 0,0500 0 , 0 2 0 0,080
FGA-S 1:4 1 : 8 0,0260 0,0130 0,154 0,613
- EB significa extrato bruto. .
+ +
- 0 sistema com Mg encontra-se descrito em 3.4.
+ +
- 0 sistema sem Mg encontra-se descrito em 3.1.
- 0 fator hemoaglutinante i definido em 3.1.
- Aglut. máx. significa aglutinação máxima.
- As leituras de hemoaglutinação foram feitas 6 horas após a 
preparação do sistema, como descrito em 3.1.
. . + + ~ TABELA XI - Efeito estimulador do ionte Mg sobre a reação






tinante / 1 0 0 0
Fração + + + + sem Mg com Mg ++ + +sem Mg com Mg
+ + + + 
sem Mg com Mg
FMO-G 1:64 1:1024 0,018 0 , 0 0 1 3,57 930,00
+ +
0 sistema com Mg encontra-se descrito em 3.4.
+ +
ü sistema sem Mg encontra-se descrito em 3.1.
D fator hemoaglutinante e definido em 3.1.
Aglut. máx. significa aglutinação máxima.
As leituras da hemoaglutinação foram feitas 6 horas apás a 
preparação so sistema, como descrito em 3.1. ~
+ + ~TABELA XII - Efeito estimulador do ionte Hg sobre a reaçao
de lectina de GA de B. glabvata.
Título de hemoa­ Proteína (mg) Fator hemoaglu-
glutinação para aglut. max. tinante / 1 0 0 0
Fração ++ ++sem Mg com Mg ++ + +sem Mg com Mg
+ + + + 
sem Mg com Mg
FGA-G 1:16 1:256 0,00550 0,00034 2,91 740,50
! + +
0 sistema com Mg encontra-se descrito em 3.4.
+ +
0 sistema sem Mg encontra-se descrito em 3.1.
0 fator hemoaglutinante é definido em 3.1.
Aglut. máx. significa aglutinação máxima.
As leituras de hemoaglutinação foram feitas 6 horas após a 
preparação do sistema, como descrito em 3.1.
+ +
TABELA XIII - Efeito estimulador do ionte Mg sobre a rea­
ção de hemoaglutinação da lectina de GA de B.
tenagophila.
Título da hemoa­ Proteína (mg) Fator hemoaglu-
glutinação para aglut. máx. tinante/ 1 0 0 0
Fração
+ + + + 
sem Mg com Mg
+ + + + 
sem Mg com Mg
++ ++
sem Mg com Mg
FGA-T 1:32 1:512 0,00590 0,00037 5,42 1372,65
+ +
- 0 sistema com Mg encontra-se descrito em 3.4.
+ +
- 0 sistema sem Mg encontra-se descrito em 3.1.
- ü fator hemoagluti nante é definido em 3.1.
- Aglut. máx. significa aglutinação maxima.
- As leituras de hemoaglutinação foram feitas 6 horas após a
preparação do sistema, como descrito em 3.1.
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TABELA XIV - Título de hemoaglutinação da fração FGA-S da GA 
de B. stvaminea3 em função do tempo.
Tempo Diluições
í h ) 1:1 1 : 2  1:4 1 : 8  1:16
1 + + + + + + + “ “ —
1.5 ++++ ++++ + - -
2.5 ++++ ++++ ++ — —
3.5 ++++ ++++ ++++ + -
4.5 ++++ ++++ ++++ ++ -
5.5 ++++ ++++ ++++ ++ -
12,0 ++++ ++++ ++++ ++ -
24,0 ++++ ++++ ++++ ++ -
- 0 sistema utilizado encontra-se descrito em 3.1.
TABELA- XV - Efeito estimulador do ionte Mg+ + sobre o tíxuio 
de hemoaglutinação da fração FGA-S de GA de B. 
stvaminea, em função do tempo.
Tempo Diluições
(h) 1:1 1:2 1:4 1 : 8  1:16 1:32
1,0 ++++ ++++ - - - -
1.5 ++++ ++++ +++ - - -
2.5 ++++ ++++ ++++ +++ - -
3.5 ++++ ++++ ++++ ++++ ++ -
4, 5 + + + + + + + + + + + + + + + + ++ -
5.5 ++++ ++++ ++++ ++++ ++' -
12,0 ++++ ++++ ++++ ++++ ++ -
2 4 , 0  + + + +  + + + +  + + + +  + + + +  ++ -
- ü sistema utilizado encontra-se descrito em 3.4.
TABELA XVI - Inibição da -reação de hemoaglutinação da fração 
FMO-S de MO de B. straminea.
Carboidrato ymoles Inibição (%)
D-frutose 7,0 1 0 0
L-sorbose 7,0 1 0 0
L-fu cos e 9,0 1 0 0
D-manos e 25,0 1 0 0
N-acetil-D-glucosamina 25,0 1 0 0
D-glucose 25,0 1 0 0
D-celobiose 30, 0 1 0 0
D-turanose 40,0 1 0 0
Sacarose 50,0 1 0 0
D-melizitose • 50,0 1 0 0
meti 1-3-D-glucopiranosídeo 50, 0 1 0 0
N-acetil-D-galactosamina 50, 0 1 0 0
3 -lactose 50, 0 1 0 0
L-rhamnose 50,0 50
D-galactosamina 50,0 25
D-glucosamina 50 , 0 25
D-galactos e 50, 0 5
D - m;e 1 i b i o s e 50,0 0
- 0 sistema utilizado encontra-se descrito em 3.3.
As leituras de hemoaglutinação foram feitas por observação 
ao microscópio, 6 horas após a preparação do sistema, como 
descrito em 3.1»
TABELA XVII - Inibição da-reação de hemoaglutinação da fração
FMO-S de MO de B. glabrata.
Carboidrato ymo 1 es Inibição (%)
L-fucos e 30 1 0 0
D-manose 30 1 0 0
D-frutose 30 1 0 0
N-acetil-D-galactosamina 45 1 0 0
N-acetil-D-glucosamina 45 1 0 0
L-sorbose 50 50
D-turanose 50 50
D-galactose 1 0 0 40
D-glucose 50 25
Sacarose 50 15
D-celobiose 50 1 0
D-glucosamina 1 0 0 1 0
L-rhamnose 30 0
- 0 sistema utilizado encontra- se descrito em 3.3.
- As leituras de hemoaglutinação foram feitas por observação
ao microscópio 6 horas após a 
descrito em 3.1.
preparação do sistema, como
TABELA XVIII - Inibição da reação de hemoaglutinação do EB de
MD de B. tenagophila.
Carboidrato y m o 1 e s Inibição (%)
D-frutos e 2 , 5 1 0 0
L-fucose 9,0 1 0 0
D-manose 9,0 1 0 0
D-tagato se i—1 o «• o 1 0 0
N-acetil-D-galactosamina 12,5 1 0 0
N-acetil-D-glucosamina 12, 5 1 0 0
L-sorbose 25,0 1 0 0
D-glucose 25,0 1 0 0
D-celobiose 25,0 1 0 0
D-turanose 25,0 1 0 0
Metil-B-D-glucopiranosu' deo 25,0 1 0 0
D-glucosamina 50, 0 90
D-meli zitos e 50,0 90
D-galactosamina 50,0 2 0
D-galactose 50, 0 2 0
L-rami nos e 30, 0 1 0
- 0 sistema utilizado encontra-se descrito em 3.3,
- As leituras de hemoaglutinação foram feitas por observação 
ao microscópio 6 horas após a preparação do sistema, como 
descrito em 3.1.
TABELA XIX - Inibição ba reação de hemoaglutinação da fração 
FGA-S da glândula de albumen de B. straminea.
Carboidrato Umoles Inibição (%)
L-sorbose 7,0 1 0 0
N-acetil-D-galactosamina 7,0 1 0 0
IM-acetil-D-glucosamina 7,0 1 0 0
D-galactose 7,0 1 0 0
D-manos e 7,0 1 0 0
D-frutose 9,0 1 0 0
D-celobiose 9 , 0 1 0 0
D-turanos e 9,0 1 0 0
L-fucose 9,0 1 0 0
D-tagatos e 1 0 , 0 1 0 0
D-melizitose 12, 5 1 0 0
Metil-fj-D-glucopiranosídeo 12,5 1 0 0
D-glucose 25,0 1 0 0
Sacarose 2 5,0 1 0 0
L-rami nose 30,0 1 0 0
D-glucosamina 50 , 0 50
- 0 sistema utilizado encontra-se descrito em 3.3.
- As leituras de hemoaglutinação foram feitas por observação 
microscópica 6 horas após a preparação do sistema, como deis 
crito em 3.1.
TABELA XX - Inibição da reação de hemoaglutinação da FGA-F de
GA de B. glabrata.
Carboidrato ymoles Inibição (%)
D-manos e 25 1 0 0
N-acetil-D-glucosamina 30 1 0 0
N-acetil-D-galactosamina 30 1 0 0
D-frutose 30 1 0 0
L-fucose 40 1 0 0
L-sorbose 50 1 0 0
Sacarose 50 80
D-tagatose 1 0 . 75
D-turanose 50 70
D-celobios e 50 60
D-glucos ami na 40 0
D-galactos e 50 0
D-glucose 50 0
- 0 sistema utilizado encontra-se descrito em 3.3.
- As leituras de hemoaglutinação foram feitas por observação 
ao microscópio 6 horas após a preparação do sistema, como 
descrito em 3.1.
TABELA XXI - Inibição da reação de hemoaglutinação da fração
FGA-T da GA de B . tenagophila.
Carboidrato ymo 1 e s Inibição (%)
D-tagatose 1 0 , 0 1 0 0
L-fucos e 12,5 1 0 0
D-frutos e 25,0 1 0 0
D-manose 25,0 1 0 0
N-acetil-glucosamina 25,0 1 0 0
D-celobiose 25,0 1 0 0
Sacarose 25,0 . 1 0 0
L-sorbose 50,0 1 0 0
N-acetil-D-galactosamina 50,0 1 0 0
D-glucose 50,0 1 0 0
D-turanose 50,0 1 0 0
D-sorbose 50,0 1 0 0
Metil-B-D-glucopiranosideo 50,0 1 0 0
D-galactose 50, 0 1 0 0
L-rhamnose 30, 0 50
- 0 sistema utilizado encontra-se descrito em 3.3*
- As leituras de hemoaglutinação foram feitas por observação 
ao microscópio 6 horas após a preparação do sistema, como 
descrito em 3.1.





















[NH4 ]2 so 4
(FMO-S)
35, 0 324, 6 1 :1024 0,000900 1.137




1 1 . 0 8,7 1 : 2048 0,000077 13.257
- 0 fator hemoaglutinante é definido em 3.1. -
- Aglut. máx. significa aglutinação máxima.
- Sistema utilizado encontra-se descrito em 3.1.
TABELA XXIII - Título de hemoaglutinação da fração FMO-S-P de
PIO de B. straminea.
„ DiluiçõesGrupo ____________________________  Y_______________________________________
Sanguíneo 1 ; 1  1 ; 2  1 ; 4  1;g 1 ; 1 6  1 ; 3 2  1 ; 6 4  1 ; 1 2 6  1 ; 2 5 6  1 ; 5 1 2  1:1024 1:2048 I:409£
A ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++
- 0 sistema utilizado encontra-se descrito em 3.1.
-- 0 título de hemoaglutinação da fração FMO-S-P em 3.1 foi ojo 
tido com 0,077 yg de proteína-.
57 .
FIGURA 1 - Crornatografia da fração FNO-S em coluna de Sephadex
G-75-120 ( 2 , 5 x 25.0 cm) . .
Cono eluente foi utilizado uma solução de cloreto de sodio
\ ' Ucontendo 1 0  mM de cloreto de magnésio e no ponto indica
do pela seta foi acrescentado D-frutose (0,2 fl) a esta solu-
çao * A velocidade de escoamento da solução eluente foi de 3-5
ml por h o r a . Frações de 30 ml foram coletadas (coletor de fra
çoee) n 0 - 4 9 C . Proteínas foram determinadas pelo processo de 
r 4 8
LOWRY ot ül * . A atividade hernoagl uti nan t e foi determinada
como duncrlto em 3.4. A fração com atividade hemoag1utinante, 
foi oiuída entre 93-111 ml e continha 8 , 7  mg de proteína. 0  
volumfir #{& exclusão com referência a Sephadex Azul foi de 33 ml.
FIGURA 2 - Eletroforese em gel de poliacri1amida da fração 
FMO-S-P-.
Foi utilizada uma concentração de gel de 7,5% em tubos de
0,6 x 9,0 cm, com tampão alanina ácido acético 0,025 M pH
4,5, segundo a técnica de GABRIEL 2 2 .
Amostra C 0,1 ml) contendo 40 yg de proteína foi submetida a
uma |corrente de 350 V e 3 mA/tubo, por 2 horas.
A ccjloração da proteína foi feita com comassie brilliant blue,
I „ ^
durante 12 horas. A descoloração do gel foi efetuada com aci. 
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FIGURA 3 - E 1 etrofocalização em gel de poliacrilamida da fra 
ção FMO-S-P.
Utilizando Ampholine de pH 3-10, segundo a técnica de WRIGLEY 
A amostra de proteína (40 pg) foi submetida a um potencial de 
350 V por 4,5 horas a 4 9 C.
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«  5 8  • „Na revisão de PAULEY sobre caracterizaçao de a-
glutininas de invertebrados e de plantas, são citadas várias 
aglutininas com propriedade de aglutinar protozoários, bacté­
rias, células sanguíneas ou espermatozóides de invertebrados.
Embora as lectinas apresentam múltiplas proprieda­
des, na presente investigação foi testada apenas a atividade 
hemoaglu tinante (sistema ABO) das lectinas de massas de c- 
vas de moluscos do gênero Biomphatavia, em virtude de facili­
dade de observação do efeito de inibidores e estimuladores 
desta reação, mesmo que a hemoaglutinação não tenha relação 
direta com a especificidade fisiológica destas lectinas.
0 extrato bruto de massas de ovas de B. s tvaminea
e B . tenagophita> apresentam atividade anti-A, enquanto que
nas massas de ovas de B. gtabvata^é do tipo anti-(A+B). SAN' 
PAIO et a l . ^  já haviam verificado a presença de lectinas an­
ti-A e anti-(A+B) em glândula de albumen de B. tenagophita e gíabva 
ta s respectivamente.
No presente trabalho determinou-se a atividade lejc
tínica em glândula de albumen de B . stvaminea a qual não t i ­
nha sido ainda investigada.
Estes dados demonstram que a atividade hemoagluti- 
nante das massas de ovas dos moluscos investigados é semelhan
te ao da glândula de albumen do molusco correspondente.
5 4  ~NELO & PARAENSE observaram variaçao na ativida­
de da lectina de glândula de albumen de moluscos, para o sis-
DISCUSSÃO
tema ABO, de acordo com a distribuição geográfica. □ extrato 
bruto de glândula de albumen de B . glabrata, o qual fora cole 
tado nos Estados do Paraná e Bahia bem como na Venezuela apre 
sentava a mesma atividade lectínica, anti-(A+B)observada por 
SAMPAIO et a l . ^ ,  enquanto que o B . glabrata proveniente do 
Maranhão, apresentava atividade hemoaglutinante apenas com 
hemácias A .
Estas variações na atividade hemoaglutinante de le£
tinas de acordo com a distribuição geográfica também foram
59assinaladas por PORETZ et al. em aglutinina de origem vege 
tal (sementes de Sophora japonica) a qual apresentava varia 
ção na atividade anti-O. Atividade hemoaglutinante anti- A
parece ser predominante nos moluscos da classe Gastropoda, de
~ 7 9acordo com revisão de TEMBERTON, a qual demonstra que os mo
luscos desta classe apresentam atividade anti-A (25%), anti-B 
(5%), anti-(A+B) (5%) além de 25% com atividade indeterminada 
(outros sistemas diferentes de ABO).
Das dezesseis espécies de moluscos da família FJ1 a- 
norbidae que foram incluídas nesta revisão, apenas Biomphala- 
ria alexendrinus (Ehrenberg) e Bulinus trucatus (Audouin) a­
presentavam atividade anti-A enquanto as demais espécies não 
continham aglutininas para o sistema ABO.
Com relação a purificação das lectinas de moluscos, 
obsierva-se que apenas um pequeno número tem sido obtido em aJL̂ 
to jgrau de purificação, como a de glândula de albumen de He­
lix pomatia^  e B . glabrataJ^ «
Embora lectina de massas de ovas de moluscos tenha
61 .
sido primeiramente investigada por UHLENBRUCK et al. em He- 
H x  pomatía^ não foi ainda relatado nenhum trabalho sobre pu­
rificação de tais lectinas.
0 processo de purificação utilizado baseiou-se na
propriedade de certas lectinas de ligarem-se a ge] de dextra- 
2 3 8 4no 1 ' , sendo esta interação lectina-gel inibida por açuca
res específicos. Sephadex G-75-120 Ccoluna de 2,5 x 25 cm)mos 
trou eficiente interação com a lectina de massas de ovas de B . 
stvaminea3 a qual foi demonstrada pela eluição específica dê s 
ta lectina por D-frutose. Este açucar juntamente com L-sorbo- 
se, apresentam maior efeito inibidor sobre a reação de hemoa- 
glutinação desta lectina.
Utilizando-se este processo obteve-se esta lectina 
homogênea por eletroforese em gel de poliacrila-mida (pH 4,5 } 
e por eletrofocalização em gel de poliacrilamida CpI de 7,6).
Por este método foi obtido um rendimento de 9% de 
proteínas com atividade hemoaglutinante. Esta lectina conti­
nha 31% de açucar (fenol ácido sulfúrico), podendo ser classi 
ficada como glicoproteína. SAMPAIO et a l .^  encontrou 6 % de 
.D-galactose e 1 % de hexosamina na lectina purificada de glân­
dula de albumen de B. gtabrata.
A lectina de sementes de Dolichos bi florus, al t ameji
te purificada por cromatografia de afinidade, apresentou ati­
- 4 5vidade anti-A, ate uma concentração de 1 0  yg/ml , enquanto
que a lectina de glândula de albumen de B . glabrata, purifica 
da por SAMPAIO et a l . 7 0  foi ativa, anti-(A+B) , até uma con­
centração de 1 , 3  Pg de proteína. 0 processo de purificação, û
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tilizado no presente trabalho, permitiu obter-se, lectina de 
massas de ovas B. strami^ea, apresentando um título de hemojâ 
glutinação de 1:2048, com apenas 0,077 yg de proteína (em pre 
sença de Mg++). Este resultado demonstra o alto grau de puri­
ficação desta lectina quando comparado com o da lectina de D . 
biflorus e d eB. glabrata.
Embora outros métodos de crornato grafia de afinida­
de tenham sido testados sem sucesso (ligação Sepharose-vinil 
s ulf one-D-manose ou D-frutose) o processo de purificação utjL 
lizado no presente trabalho é muito promissor para obtenção 
desta lectina em escala preparativa em virtude de sua simpli­
cidade, baixo custo e alto rendimento.
As demais lectinas não foram ainda invesiigadas por 
cromatografia de afinidade, sendo apenas purificadas parcial­
mente por fracionamento com sulfato de amónia, a fim de estu­
dar-se o efeito de açúcares inibidores e de iontes estimulado
res da reação de hemoaglutinação.
n . 1 4 - -  ~ 4. i 4. «• 5, 26, 34, 45,47Diversas lectinas sao metaloproteinas
üs iontes metálicos associados a essa lectinas não são neces-
- - 4'sariamente aqueles que estimulam a reaçao de hemoaglutinaçao
Em geral, a reação de hemoaglutinação de lectinas é estimula­
da por mais de um ionte divalente, como ocorre na lectina de
 ̂ + + + + + +  ++
D . biflorus, a qual e estimulada por Ca , Co , Ni e Mg ,
embora a análise de absorção atômica tenha demonstrado a au-
 ̂ + + + + 4 5sencia de Co e Ni na lectina purificada . ü efeito es­
timulador de iontes divalentes foi estudado com maiores deta-
„ + + 
lhes na concanavalina A, a qual e ativada por iontes Ca e
•f- +
Mn , sendo c ionts manganês necessário para a ligação do cáj_ 
cio a esta lectina. A interação açúcar-lectina requer a pre­
sença destes iontes, cuja remoção resulta na perda da capaci­
dade desta lectina ligar-se a carboidratos ^1,42,71^
Também foi observada que a concanavali na A privada
++ ++ ++  ̂  ̂
de iontes Ca , Mn e Mg (por dialise) nao cristaliza como
- ~ 7 6ocorre normalmente apos a adiçao destes iontes .
Até o presente, não foi demonstrado se as lectinas 
de moluscos são metaloproteínas, ou apenas estimuladas por i- 
ontes divalentes.
No presente trabalho, foi tentado esclarecer ape­
nas se as lectinas de massas de ovas e de glândula de alburnen
de moluscos do gênero Biomphalaria são estimuladas por iontes
.. . . 1 4 - '  ã. • 5,26,45,47,53divalentes como ocorre com cerras lectinas vegetais a
A.
Neste particular, as lectinas de moluscos deste gê
nero sao estimuladas apenas pelo ionte Mg , sendo que os ion 
+ + + + + +
tes Ca , Co e Mn nao apresentaram nenhum efeito estimulja 
dor.
A lectina de massas de ovas de B. stvaminea, B.gla
bvataj bem como a de glândula de albúmen de B. glabvata e B.
• +  + 
tenagophita foram altamente estimuladas pelo ionte Mg , na
concentração de 20 ymoles . Na lectina de extrato bruto de
 ̂ , *r + „
glandula de alburnen de B. stvamvnea o ionte Mg nao apresen 
tou efeito estimulador, embora um discreto efeito tenha sido 
observado nesta lectina parcialmente purificada por sulfato de 
amónia e exaustivamente dializada (título hemoaglutinante de 
1:4 passou para 1:8).
Exceto a aglutinina de B . simçtioi folia ^  que s
+ +
estimulada 100% por apenas um ionte divalente [Ca ), lec- 
tinas de moluscos do gênero Biomphataria são as únicas descri 
tas a formarem um grupo que apresenta um estimulador em comum 
(ionte lig+ + ) í
A desmetalização de extrato bruto de massas de o­
vas de B . s t r a m i m a  (título de 1:32) por diálise contra ácido 
acético 2N e posterior diálise contra solução de cloreto ■' de 
sodio 0,9%, ocasionou inibição total da atividade hemoagluti- 
nante a qual foi reversivelmente restaurada (100%) pela adi­
ção de cloreto de magnésio ( 20 ymoles ). Este experimento
juntamente com o do efeito estimulador pelo ionte Ng++ suge-
. + +
re que esta lectina e realmente dependente de ionte Mg .
G efeito do EDTA (0,25 ymol) sobre a lectina de 
massas de ovas de molusco não é muito conclusivo. Em presença 
de EDTA (0,25 ymol ) . a atividade lectinica do extrato bruto de massac 
de ovas B „ straminea foi completamente inibida, sendo que a- 
pás 6 horas de reação, houve total hemolise. Num experimento 
semelhante utilizando - se cloreto de magnésio ( 20
ymol) houve apenas 30% de restauração da ativi­
dade hemoaglutinante#i mas não ocorreu hemolise mesmo apos 24 
horas de reação. Em outro experimento, em que EDTA (0,25ymol) 
foi acrescentado ao sistema contendo lectina de extrato
i .
brúto de massas de ovas de B. strarmnea e em seguida removido 
por diálise exaustiva contra cloreto de sodio 0,9%, houve re_s 
tauração total da atividade hemoaglutinante . •
Estes dados sugerem que a inativação da lectina pe-
lo EDTA é devida mais a formação de um complexo reversível le£ 
tina-EDTA, sem atividade bemoaglutinante, do que mesmo a uma 
desmetalização da lectina.
~ 4 5Esta mesma sugestão foi feita por KOCOUREK et al.
8 0e TUNIS quando estudaram o efeito do EDTA sobre as lectinas 
de D. bíflorus e P. vulgavis, respectivamente.
Uma das propriedades fundamentais das lectinas é 
a capacidade ligante à açúcares, formando complexo açúcar-le£ 
tina. Esta reatividade pode ocorrer com os açúcares que se e£ 
contram expostos na superfície de células ou com açúcares que 
foram acrescentados ao meio de reação. Tais açúcares, funcio­
nam geralmente como inibidores competitivos da reação.
A maioria das propriedades biológicas atribuídas 
às lectinas dependem de sua capacidade ligante à açúcares que 
se encontram expostos na superfície das células de invertebra 
dos, vertebrados, bactérias, protozoários e espermatozóides ou 
de ligarem-se a macro-mo 1écu1as contendo açúcares.
Investigando-se o efeito dos açúcares inibidores so­
bre a reação de hemoaglutinicação de lectinas de moluscos do 
genero Biomphalaríaj observou-se que um grande número de açú­
cares inibiam a reação de hemoaglutinação. Apesar disto veri­
ficou-se que as ceto-hexoses [D-frutose , L-sorbose, D~tagat£
sejeram os inibidores comuns a estas lectinas, seguidos pela
í
L-flücoss e D-manose (vertãbelas XVI a XXI) .
Apesar dos estudos de inibição da atividade lectí- 
nica destes moluscos não tenham sido investigadas em outros 
sistemas (bactérias ou protozoários), parece que a capacidade
destas lectinas de apresentarem sítios de ligação para dife­
rentes açucares seja uma ^característica própria das lectinas 
de moluscos. Semelhante resultado foi obtido pelos testes de 
inibição da hemoaglutinina' de Hetix pomatia os quais demons­
tram que esta lectina é inibida não so por N-acetil-D-galacto
samina e N-acetil-D-glucosamina, como também por melibiose e
n. 40rafinose .
Embora os dado.s atuais rsugerem uma multiplicidade 
de sítios de ligação para carboidratos nestas lectinas, como ijn 
dicado pelo estudo de inibidores da reação de hemoaglutinação, 
experiências feitas com sistema contendo em adição soro anti-A 
e anti-B e inibidores, quer de lectina quer do soro demonstra 
ram que estes sítios na lectina são distintos daqueles que se 
encontram nos antígenos A e B. Exemplificando, o' soro anti-A e 
a lectina de B. straminea se ligam a sítios diferentes, loca­
lizados na superfície de hemácia A, como a consequente hemoa- 
glutinação. .
Uma multiplicidade de sítios de ligação para car­
boidratos em lectinas, foi também sugerido por ISHIYAMA et a l . 
como sendo uma característica comum das aglutininas de moluscos.
A capacidade de ligar-se a múltiplos açucares tal­
vez esteja associada ao grande espectro de atividade biológi­
ca das lectinas destes moluscos.
Sendo as massas de ovas de moluscos depositadas em 
lugares os mais adversos, necessitam de defesas contra agen­
tes patogênicos potenciais e muito porvavelmente este mecanijs 
mo de defesa inicia-se pela ligação destas lectinas aos açúca
res expostos na superfície destes agentes.
84 ~ -UHLENBRUK et al,. sugerem que a glandula de albu­
men de H e U x  pomatia fornece às massas de ovas substancias pro- 
tetivas como aglutininas e inibidores de protease.
5 RCorroborando com o ponto de vista exposto, PAULEY , 
sugere que as aglutinas de certos invertebrados desempenham um 
papel importante, nos mecanismos de defesa destes - animais con 
tra agentes patogênicos.
Um outro dado bastante elucidativo neste particu­
lar é fornecido pela lectina de ovas de salmão(purificada por 
cromatografia de afinidade em gel de agarose) a qual inibe o
crescimento de quatro bactérias patogênicas para esta espé-
. 81 ci e .
Resumindo, podemos ressaltar que as lectinas de mo
luscos (H. pomatia) embora tenha sido assinalada em 1899 por
12 • «CAMUS # logo apos a descoberta de lectinas, em 1Acinus comu
15 7 3 „
nis 9 somente nos últimos anos foi que seu estudo desper 
tou o interesse dos investigadores. No estágio atual de desen 
volvimento sobre as investigações de lectina, muitos progres­
sos foram obtidos, permanecendo ainda um desafio o esclareci­
mento da função biológica das lectinas tanto do reino animal 
como vegetal.
CONCLUSÕES
As lectinas de massas de ovas de B «. stvami-nea3 B. gtabva- 
ta e B. tenagophita apresentam a mesma especificidade he- 
moaglutinante daquelas assinaladas nas respectivas glândjj 
las de albúmen.
As lectinas de massas de ovas e glândulas de albúmen dos
moluscos estudados são fortemente estimuladas por iontes
+ +
Mg .
Os carboidratos inibidores destas lectinas são inespecífi
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